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Известно, что ключевая роль в формировании рео
логического поведения крови принадлежит форменным
элементам и, прежде всего, эритроцитам, на долю кото
рых приходится до 98% клеточных элементов крови. За
последнее время достигнут значительный прогресс в изу
чении свойств эритроцитов и их молекулярной структу
ры. Он стал возможен благодаря появлению биофизичес
ких методов исследования, в частности, электронных и
атомносиловых микроскопов. Однако электронная мик
роскопия требует длительной подготовительной обработ
ки образца и не всегда может определить изменения в
тонких структурах мембраны эритроцита, этапы измене
ния формы эритроцита, каждый из которых имеет мор
фологические и функциональные особенности, а значит,
и клиническую значимость. Преимуществом использова
ния атомносилового микроскопа (АСМ) является высо
кое разрешение изображений клеток и возможность ис
следовать морфологические параметры и поверхность
мембран без предварительной обработки [1, 2]. После
специальной обработки эритроцитов, или исследовании
их в физиологическом растворе, можно видеть структур
ные изменения белков цитоскелета и их функцию, на
блюдая за их поведением во время свертывания или раз
вертывания [3—5]. 
Исследования микрорельефа поверхности мемб
ран эритроцитов при критических состояниях, а также
возможность влиять на эти изменения, несомненно,
представляют как научный, так и практический интерес. 
Цель исследования — выявить нарушения морфо
логических параметров эритроцитов и изменения микро
рельефа поверхности мембран с помощью АСМ в про
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цессе гипотензии и после реинфузии крови,
а также возможность коррекции этих нару
шений лазерным облучением.
Материалы и методы
Работа выполнена на 17 нелинейных нар
котизированных нембуталом (40 мг/кг) крысах
самцах массой 450 г. Моделью терминального
состояния служила острая кровопотеря с 1ча
совым периодом артериальной гипотензии
(АДср 45 мм рт. ст.) и последующей реинфузией
выпущенной крови. До кровопотери вводили ге
парин (500 МЕ/кг внутривенно). Кровопотерю
проводили из хвостовой артерии. Объем крово
потери составил в среднем 15 мл/кг. Поставлено
2 группы опытов: контрольная и опытная, в ко
торой через 1 час после реинфузии крови прово
дили лазерное облучение (ЛО) в течение 2х
минут путем наложения световода на область
хвостовых сосудов аппаратом АЛОК1 (длина
волны 632,8 нм, мощность излучения 1 мВт).
Измеряли размеры эритроцита (продольный диаметр, высоту
и глубину впадины) и рельеф мембранной поверхности. Для
этого на подложке формировали монослой эритроцитов из
капли артериальной крови. Пробы крови брали в исходном со
стоянии, через 5 мин от начала кровопотери, через 1 час после
гипотензии и через 1 и 3 часа после реинфузии крови. На дан
ном этапе исследования в круг наших интересов входило изу
чение только дискоидных форм эритроцитов.
Исследование изучаемых параметров эритроцита прово
дили с помощью АСМ «Femtoscan» в режиме постоянного
сканирования с использованием программного математичес
кого обеспечения этого микроскопа. В качестве зондов ис
пользовали стандартные кантилеверы fp N10 с углом при вер
шине 22° и радиусом ~10 нм. Сила при сканировании в
диапазоне 1,0—45 нН. Сканирование поверхности образцов
проводили в контактном режиме АСМ.
Для уменьшения артефактов и деформации поверхности
клетки кантилевером перед сканированием регистрировали
кривые зависимости силы взаимодействия зонда с поверхнос
тью от координаты Z = F(Z) в выбранной точке. Выставля
лось оптимальное значение силы для каждого сканированного
образца. Получаемое изображение записывалось в виде рас
пределения силы вдоль поверхности образца Z (X,Y). В режи
ме «высоты» получали топографический снимок поверхности
мембраны клеток, а режим «отклонения» давал более четкое
описание наноскопических деталей поверхности.
Для устранения артефактов и измерения размеров объек
тов, полученных на скане, проводили программное отфильтро
вывание шумов, вычитание плоскости среднего наклона, ус
реднение по строкам. 
Для исследования поверхности мембран эритроцитов бы
ла разработана методика разложения исходного спектра по
верхности мембран эритроцитов на спектральные составляю
щие, обозначенные как 1, 2 и 3 порядок. Подробно методика вы
деления поверхностей трех порядков изложена ранее [6]. Всего
сканировано 220 клеток, на которых получено 512 сканов.
Статистическую обработку полученных поверхнос
тей мембран клеток по их периодам и высотам выполня
ли с помощью программы «Origin», строили гистограм
мы высот и периодов поверхностей, рассчитывали
ошибки по ансамблям, проверяли нулевые гипотезы зна
чимости различий. 
Результаты и обсуждение
Во время гипотензии и в постреанимационном пери
оде встречались дискоциты различной измененной формы:
эллипсовидные; клетки, принимавшие форму диска; дис
коциты с небольшими выростами в центре впадины и др.
Наблюдалось также небольшое количество эхиноцитов.
На 5й мин гипотензии количество измененных форм дис
коцитов достоверно увеличивалось за счет уменьшения
числа нормальных дискоцитов (85 и 15%, соответственно);
на 60й мин количество нормальных дискоцитов увеличи
валось до 83%, через 3 ч после реинфузии крови преоблада
ли измененные формы дискоцитов (95%).
Динамика изменения размеров клетки в процессе
кровопотери и после реинфузии в обеих группах опы
тов представлена на рис. 1. На 5й минуте от начала кро
вопотери продольный диаметр и высота эритроцитов
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Рис. 1. Изменения морфологических параметров дискоцита после кровопоQ
тери, реинфузии крови и лазерного облучения.
Этапы исследования Диаметр Высота клетки Глубина впадины 
Исходные данные (n=12) 6552,5±168,8 344,8±50,18 92,4±17,23
5 мин от начала кровопотери (n=9) 11110,0±232,0* 569,0±35,0* 108,0±7,13*
1 ч гипотензии (n=12) 6509,0±255,7 353,0±35,13 46,2±29,2
1 ч после реинфузии крови (n=9) 8128,0±774,6 574,0±43,7* 211,0±72,3*
3 ч после реинфузии крови (n=9) 8642,0±555,6*# 413,0±35,3*# 158,0±27,1*#
3 ч после реинфузии крови (лазерное облучение) (n=9) 6686,4±434,6 300,8±31,2 69,0±17,73
Таблица 1
Изменение морфологических параметров дискоцита после кровопотери, 
реинфузии крови и лазерного облучения (нм) (M±m)
Примечание. Здесь и в табл. 2: * — достоверные различия по отношению к исходу; # — достоверные различия между контрольной и
опытной группами.
увеличивались в 1,7 раза по сравнению с исходными
данными. Впадина исчезала. На 60й минуте гипотен
зии размер клеток восстанавливался до исходных вели
чин, что, повидимому, связано с компенсаторной цент
рализацией кровообращения. У 83% эритроцитов
появлялась впадина, которая была в 2 раза меньше, но
достоверно не отличалась от исходной величины. Через
1 и 3 ч после реинфузии размеры изучаемых парамет
ров клетки вновь увеличивались по сравнению с преды
дущим периодом. На месте впадины появлялась выпук
лость (табл. 1).
Увеличение размера дискоцита, в частности, высо
ты клеток и появление выпуклости на месте впадины
свидетельствует об их набухании.
Динамика микрорельефа поверхности мембран
эритроцитов 1, 2 и 3 порядка показана на рис. 2.
Через 5 мин от начала кровопотери высота ше
роховатости поверхности мембран эритроцитов 1 и 2
порядка снижалась, а расстояние между выступами
(период), напротив, увеличивалось, что, повидимому,
связано с механическим растяжением мембраны при
набухании. Через 1 ч гипотензии с восстановлением
нормальных размеров клетки высота шероховатости и
её период снижались по сравнению с исходными дан
ными и предыдущим периодом наблюдения. Через 1 ч
после реинфузии крови высота шероховатости увели
чивалась во всех порядках: в 1м порядке в 3,6, во 2м
— в 3 раза и в 3м порядке — в 2 раза по сравнению с
периодом гипотензии. Через 3 ч после реинфузии кро
ви высота шероховатости и период в 1м и 2м поряд
ках снижались. Высота шероховатости и период в 3м
порядке, в отличие от динамики шероховатости в 1м
и 2м порядках, через 5 мин после кровопотери и 3 ч
после реинфузии крови увеличивались. Следует от
метить, что увеличение высоты структур 3го порядка
в эти периоды по времени совпадали с периодами на
ибольшего набухания клеток (табл. 2). 
Таким образом, наибольшее набухание клеток, из
менение их формы (ранняя стадия перехода дискоцита
в эхиноцит) и увеличение микрорельефа поверхности
мембраны эритроцита во всех порядках исследования
наблюдались после реинфузии крови. 
Ранее нами было отмечено, что этот период харак
теризуется активацией процессов свободнорадикально
го окисления, инициирующих перекисное окисление
липидов (ПОЛ), на фоне сниженной активности анти
оксидантных систем [7]. 
Из данных литературы известно, что основны
ми мишенями свободных радикалов являются липи
ды мембран и мембранные белки. Пероксидация кле
точных мембран приводит к уплотнению, либо
деструкции липидного бислоя, повышению его мик
ровязкости, образованию пор на поверхности мемб
ран, сокращению площади белоклипидных контак
тов, нарушению мембранной проницаемости и
функциональной активности ферментов [8—10].
Окислительная модификация мембранных белков
сопровождается образованием сшивок между моле
кулами белка цитоскелета, что приводит к увеличе
нию жесткости мембран [11]. При исследовании эри
троцитов после пероксидации (in vitro) было
обнаружено снижение (до 50%) способности белка
4.1 влиять на связывание спектрина с актином, на
блюдались также изменения структуры спектрина
[12]. Отмечалась также высокая степень корреляции
между конформационными изменениями мембран
ных белков при пероксидации и формой клетки [13].
В основе механизма трансформации дискоцита в эхи
ноцит, под действием окисляющих агентов, лежит на
рушение целостности мембраны, в частности, отделе
ние липидного бислоя от мембранного цитоскелета.
В результате некоторого растяжения мембраны появ
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Этапы исследования 1Qй порядок 2Qй порядок 3Qй порядок
высота период высота период высота период
Исход (n=9) 3,25±0,06 635,0±6,85 2,71±0,06 231,74±4,81 0,86±0,01 60,49±0,31
5 мин гипотензии (n=9) 2,75±0,23 722,1±11,1* 2,01±0,04* 308,63±1,55* 0,95±0,03* 107,05±0,95*
1 ч гипотензии (n=9) 1,75±0,2* 467,5±9,06* 0,49±0,01* 179,04±2,24* 0,22±0,01* 62,46±0,92
1 ч после реинфузии крови (n=9) 6,32±0,21* 683,2±11,7 1,48±0,02* 263,98±0,83* 0,45±0,02* 64,74±1,18*
3 ч после реинфузии крови (n=9) 2,41±0,09* 652,0±6,03# 1,19±0,06*# 196,63±3,33*# 0,83±0,02# 71,08±1,06*#
3 ч после реинфузии крови 
(лазерное облучение) (n=15) 2,44±0,1* 593,0±25,1 0,40±0,08* 91,68±7,28* 0,25±0,02* 52,5±2,8*
Таблица 2
Высота и период микрошероховатости на поверхности мембран эритроцитов после кровопотери, 
реинфузии крови и лазерного облучения (нм) (M±m)
Рис. 2. Изменения высоты шероховатости мембран эритроциQ
тов в процессе гипотензии, после реинфузии крови и лазерноQ
го облучения.
ляются выросты, в основном содержащие липиды.
Белковый анализ этих выростов показал, что они со
держали очень мало белков мембранного скелета —
спектрина и актина, но были обогащены трансмемб
ранными белками полосы 3, а также 4.1 и 7 [10]. Уве
личение молекулярных структур на поверхности
мембран эритроцитов при действии на них свободны
ми радикалами in vitro наблюдали на АСМ исследова
тели из Китая [14].
Таким образом, опираясь на собственные данные
и данные литературы, можно заключить, что набухание
эритроцитов, изменение их формы и увеличение шеро
ховатости на поверхности мембран эритроцитов связа
ны с активацией процессов ПОЛ в постреинфузионном
периоде. 
Сравнение образцов крови в контрольной и
опытной группах через 3 ч после реинфузии крови
показало, что после лазерного облучения размеры
клетки восстанавливались до исходной величины,
появлялась отсутствующая в контрольной группе
впадина, глубина которой достоверно не отличалась
от исходной (табл. 1).
Высота шероховатости на поверхности первого
порядка через 3 ч после реинфузии достоверно не отли
чалась от таковой в контрольной группе, поскольку к
этому периоду дискоидная форма эритроцита начинала
восстанавливаться в обеих группах опытов. Высота ше
роховатости и период на поверхности 2 и 3 порядка по
сле лазерного облучения были достоверно ниже, чем в
контрольной группе опытов (табл. 2).
Таким образом, ЛО способствовало восстановле
нию размера эритроцита и рельефа его поверхности. 
Известно, что одним из механизмов действия
ЛО является его коррегирующее влияние на меха
низмы адаптации и компенсации физиологических
процессов на всех уровнях организации живой мате
рии [15]. На молекулярном уровне ЛО оказывает ак
тивирующее влияние на антиоксидантные ферменты
плазмы крови и эритроцитов [8]. Исследования дей
ствия ЛО на целые эритроциты или их мембраны in
vitro обнаружили повышение активности Na/K
ATФaзы [16—18]. Низкоинтенсивное ЛО увеличива
ет активность ацетилхолинэстеразы, что свидетель
ствует об участии этого фермента в адаптивных про
цессах нативных эритроцитов. Предполагают, что из
менения активности ферментов связано с их
структурнофункциональной перестройкой под дей
ствием ЛО и переводом белковых молекул в более
выгодное на данный момент конформационное со
стояние [15, 19].
ЛО повышает осмотическую резистентность мемб
ран эритроцитов, устойчивость их к действию детерген
тов, увеличивает текучесть мембран эритроцитов даже
после короткого времени экспозиции [20]. И, наконец,
ЛО, также как в наших экспериментах, приводило к
уменьшению размера молекулярных структур на поверх
ности мембран эритроцитов, увеличенных после дейст
вия на них свободных радикалов [14].
Таким образом, опираясь на данные литературы о
механизмах действия ЛО, можно объяснить его поло
жительное действие на восстановление размера эритро
цита и его формы активирующим влиянием ЛО на фер
менты антиоксидазной защиты и активного транспорта.
Уменьшение шероховатости 2 и 3 порядка, возможно,
связано либо с погружением изучаемых структур в ли
пидный бислой, вследствие снижения его вязкости, ли
бо с изменением конформационного состояния актив
ных центров трансмембранных белков, выступающих
на поверхность мембран эритроцитов. 
Заключение
Исследование на АСМ размеров эритроцита по
сле кровопотери показало, что эритроциты очень бы
стро (через 5 мин) реагируют на кровопотерю изме
нением проницаемости мембран и также быстро
восстанавливают свои размеры при компенсации
кровообращения. Активация процессов ПОЛ после
реинфузии крови приводит к увеличению размера,
изменению формы эритроцитов и увеличению шеро
ховатости на его поверхности. ЛО, оказывая антиок
сидантный эффект, восстанавливает проницаемость
мембран и ультраструктуру мембранной поверхности
эритроцитов.
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